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 論文題名 
An immunohistochemical marker panel including claudin-18, maspin, and p53 improves 
diagnostic accuracy of bile duct neoplasms in surgical and presurgical biopsy specimens 
－claudin18, maspin, p53の免疫組織化学パネルは、手術材料及び術前生検材料に  
おける胆道系腫瘍の診断精度を向上させる－ 
 
 研究目的 
  胆道癌は進行例で発見されることが多い予後不良な癌腫である。早期発見、早期治療
のため胆道鉗子生検で正確かつ迅速な診断が求められるが、日常診療では挫滅や検体量
の少なさから HE染色のみでは診断確定に至らない症例を経験することがある。診断精
度・予後改善のために、特異的な診断マーカーである claudin18 (cldn18) 及びmaspin、
また既に膵胆道系癌腫での有用性が確立しているp53について免疫組織化学での発現様
式を解析し、3抗体を組み合わせた場合の有用性を検証する。 
 
 研究方法 
対象は札幌医科大学で 1999～2011 年に外科的切除された肝内胆管癌・肝外胆管癌・
乳頭部癌計 66 例とその背景組織 63 例。うち 25 例は上皮内病変が併存しており、異型
度により胆管内上皮内腫瘍 (BilIN) 1～3と分類し、独立した評価対象とした。 
陽性評価に関しては、不均一な染色強度、陽性像の分布領域を正確に反映させるため、
染色強度スコア 0～3 及び染色領域スコア 0, 1(1-10%), 2(11-20%), 3(21-30%), 
4(31-40%), 5(41-50%), 6(51-60%), 7(61-70%), 8(71-80%), 9(81-90%), 10(91-100%)を求
め、得られた強度スコアと領域スコアを積算したmultiplication score を使用した。                                   
3つの抗体の有用性の評価には、腫瘍 (癌・BilIN)と非腫瘍を区別する ROC曲線を作
成して、感度・特異度が最も高くなるカットオフ値を算出した。第 1 段階として、3 つ
の抗体単独のmultiplication score、第 2段階として 3抗体のmultiplication scoreを加
算した値を用いた。第 3段階としてmultiplication score算出の煩雑さを解消するため、
第 1段階で得られたmultiplicatrion scoreを閾値として各抗体の二値化(陽性 1点、陰性
0点)を行い、その二値化スコア (binary value) を用いて ROC曲線を作製し、腫瘍と非
腫瘍の判別能を求めた。 
外科手術材料で良好な判別能を確認した後に生検材料での追加検討を行った。対象は
経乳頭鉗子生検材料 58 例 (腺癌 18 例, 後に腺癌と確定診断されるが生検の段階では核
異型が弱く異型上皮との診断に留まった 21例〈以後、異型上皮と表現〉、非腫瘍症例 19
例) 及び経皮経肝針生検 7 例 (腺癌 4 例、非腫瘍症例 3 例) とした。生検材料では採取
組織量が少ないため、免疫染色で陽性判定となる上皮が 1 つ以上含まれれば陽性と判定
し、手術材料と同様に ROC曲線を作製した。解析には SPSS statistics ver.20を用いた。 
  
研究成績及び考察 
cldn18は腺癌及び BilINの細胞膜に陽性であった。低分化癌では高分化癌と比較して
染色性が低下した。maspinは、腺癌及び BilIN2-3において核と細胞質にほぼ同等に陽
性であった。p53は腺癌と少数の BilIN3の核に陽性となり、高い特異度を示した。 
ROC 曲線を作成すると、研究方法で述べた第１段階、第 2 段階ともに腫瘍と非腫瘍
の判別能は高く、優れた感度・特異度が得られた。具体的には、第一段階での cldn18
は AUC0.992 (95%信頼区間)で、感度 95.6%、特異度 96.8%となるmultiplicatrion score
カットオフ値 6の条件にて手術材料での腺癌・BilIN 91例中 87例 (95.1%) が腫瘍判定、
非腫瘍 63例中 61例 (96.8％) が非腫瘍判定となった。第 2段階では、AUC0.996で、
感度 96.6%、特異度 100%となるmultiplication scoreカットオフ値 15にて、腺癌・BilIN 
91 例中 88 例 (96.7%) が腫瘍と判定され、非腫瘍 63 例全例 (100％) が非腫瘍と判定
された。第 3段階、すなわち二値化して得られた binary valueで ROC曲線を作成した
ところ、腫瘍と非腫瘍の.判別能は引き続き高く維持され、カットオフ値 2 (binary value 
2点以上;2または 3抗体が陽性) のとき、腺癌・BilIN 91 例中 81例 (89.0%) が腫瘍判
定、非腫瘍 63例全例 (100%) が非腫瘍判定となった。 
生検材料では、AUC1.000、カットオフ 2 (binary value 2 点以上；2または 3抗体が
陽性) のとき、腺癌 18例全例 (100%) が腫瘍と判定でき、非腫瘍では 1/19例 (5.26%)
のみが腫瘍判定となった。異型上皮では、21例中 18例（85.7%）が腫瘍と判断された。 
cldn18、maspin、p53はそれぞれ胆管癌における優れた診断マーカーであるが、単独
では同一症例内でも多彩な染色性を示す、非腫瘍腺管に局所的陽性像が見られる、感度
が低いなど判定に苦慮する場合がある。しかし、3 抗体をパネル化して multiplicarion 
score を用いたことで、より良い腫瘍・非腫瘍の判別能が得られることが明らかになっ
た。二値化処理を行っても良好な結果が得られたことから、生検診断を含めた日常診療
への応用も可能と考えられ、腫瘍の早期診断に寄与すると結論づけた。 
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論文題名 
An immunohistochemical marker panel including claudin-18, maspin, and 
 p53 improves diagnostic accuracy of bile duct neoplasms in surgical and  
presurgical biopsy specimens 
－claudin18, maspin, p53の免疫組織化学パネルは、手術材料及び 
術前生検材料における胆道系腫瘍の診断精度を向上させる－ 
 
結果の要旨 
本研究では、胆道生検での悪性診断の精度向上のため、悪性診断の特異マーカー
である claudin18(cldn18) 、maspin、p53 の免疫組織化学の発現様式を解析した。
3 抗体はそれぞれ感度・特異度の高い診断マーカーであった。加えて、3 抗体をパ
ネル化した場合に、より優れた腫瘍・非腫瘍の判別能が得られた。さらに、陽性判
定を簡便化する目的で二値化処理を行っても良好な腫瘍・非腫瘍の判別能が維持さ
れた。従って、生検診断を含めた日常診療へ応用が可能となり、腫瘍の早期診断に
寄与すると考えられた。本研究は、博士（医学）の学位授与に値すると審査委員全
員に認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
